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De l'étiologie du farcin de zébus tchadiens :
nocardiose ou mycobactériose ?

II. — Composition lipidique

par ASSELINEAU, f.* et LANEELLE, M. A. * ef G, CHAMOISEAU**

RESUME

L'analyse des constituants lipidiques de I'Actinomycéte isolé d'abcés ganglion-
naires chez {es zébus tchadiens et dont I'étude baciériologique est décrite dans
I'article précédent, monire sans ambiguité que ce germe est & ranger parmi

les Mycobactéries.

INTRODUCTION

Les éléments fournis par des observations
exposées dans un travail précédent (3) ne per-
mettaient pas d’assimiler I'Actinomycétale des
zébus du Tchad a N. farcinica telle qu'elle est
présenfée quant d certains de ses caractéres
par différents auteurs. Et en admettant méme
qu'il fat une variété tchadienne de N. farcinica
il importait de pénétrer plus avant dans sa
connaissance afin de définir sa persennafiité par-
ticuliére.

Dans ce dessein, nous avens envisagé avant
tout I'étude des lipides, étude qui nous était dés
I'abord inspirée par la présence a la surface
des milieux de COLETS0S etde LEWENSTEIN
d'une auréole risée en imposant d premiére vue
pour la diffusion par vagues d'un produit gras a
partir des colonies.

Des études antérieures (6. 7) avaient montré

que, d'apres leur composition hipidique, 1l est

possible de caractériser des souches de Nocar-
dia et de Mycobactéries.

* Laboratoire de Chimie biclogique de la Faculté
des Sciences de Toulouse, Toulouse-31.

** | E.M.V.T. Laboratoire de Recherches Vétéri-
naires de Farcha, Fort-Lamy (Tchad).

MATERIEL ET METHODE

Matériel bactérien :

Les germes étudiés proviennent :

— d’une part de la récolte d'une culture en
masse de |'Actinomycétale sur la gélose tryptone
sérum, aprés un mois et demi d'incubation ;

— d'autre part de la réceolte des voiles du
germe aprés adaptation au bouvillon tryptone
sérum, aprés un temps identique d'incubation,

Les voiles microbiens sont expédiés av labo-
ratoire d'analyses dans les tubes scellés conte-
nant de I'alcoal & 95° pour éviter la croissance
de maisissures. Trois souches ont été de la sorte
soumises a |'examen.

Isolement des lipides :

Les divers lots de bacilles ont été successive-
ment extraits par un mélange (1 : 1 v/v) d'alcool
et ¢'éther, et par te chloroforme, selon la tech-
mgque d'’ANDERSON (1). Nous avons ufilisé envi-

. ron 2 g de bacilles (poids sec) dans le cas des

cultures sur milieu sohde, et environ 0,5 g de
bacilles dans le cas des cultures sur milieu
liquide.
Techniques d'analyse :

Les diverses techniques utilisées dans le pre-
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sent fravall ont déjd été décrites dans des publi-
cations antérieures (6, 7). Nous ajouterons seu-
lement les précisions suivantes

~— Les chromatographies sur couche mince ont
été effectuées avec de I'acide silicique G. (Merck)
pour les chromatographies analytiques, et de
'acide silicique PRy, pour les chromatogra-
phies préparatives,

L'analyse des extraits chloroformiques a été
réalisée en uhlisant le systéme de solvant
chioroforme-méthanol 9 : 1 (v/v) ; celle des esters
mycoliques : éther de pétrole (Eb. 550)-éther 8 : 2
v @),

— Les chromotographies en phase gazeuse ont été
effectudes sur un apparell Aerograph modéle 204,
équipé d'une colonne de silicone SE-30 10 p. 100
sur Chromosorb W. Les chramotographies pyro-
lytiques ont &té réalisées selon la technique
d"ETEMADI (5).

— Le fréhalose a ét€ mis en évidence par
chromatographie sur papier Whatman ne 2,
ascendante, avec le systéme de solvant isopro-
panol-pyridine-eau-acide acétique 8 1 8 1 4 : 1
(v/v) ; la révélation est effectuée par le réactif
au nitrate d'argent (11).

RESULTATS

Le tableau | montre les teneurs en lipides de
divers lots de cette bactérie, cultivée soit sur
milieu sohide, scit sur miliev liquide. Les diffé-

* Ce fravail fait partie de la thése de Doctorat &s
Sciences que Mme Marie-Antoinette LANEELLE soutien-
dra devant la Faculté des Sciences de Toulouse en 1969,
Références antérieures (6,7.9.10).

rences de pourcentage observées entre ces deux
medes de cultures, ou d'un lot & I'autre, ne sont
pas significatives. Mais il faut remarquer que
I'extrait chloroformique représente une partie
relativement importante des lipides libres : la
comparaison avec les résultats obtenus dans le
cas de Nocordioe ou de Mycobactéries montre
que, sous cet aspect, les bactéries étudices se
rapprochent plus des Mycabactéries que des
Nocardiae.

Extraits alcoolo-éthérés :

Etant donné la faible quantité de matériel
dispenible les séparations ont été effectuées par
chromatographies en couche mince, soit @
['échzlle analytique, scit a I'échelle préparative.

Nous avons mis en évidence dans les extraits
alcoolo-éthérés des glycérides, caractérisés par
leur Rf en couche mince, et leur saponification
en acides gras et glycérol.

En révélant le chromategramme sur couche
mince par un réachf spécifique des esters phos-
phoriques (4), on observe trois taches, de Ry 0,55,
0,42 et 0,27, La tache Ry 0,55 est également révé-
lable par la ninhydrine : ces propriétés corres-
pondent & celles de phosphatidyléthanolamines,
La tfache Ry 0,27 présente un comportement sem-
blable a celui des mannosides de phesphatidyl-
inositols, constituants constants des bactéries de
I'ordre des Actinomycétales (6, 7). La présence
de ces derniers constituants est confirmée par
la défecticn de mannese et d'inositol dans les
hydrolysats acides des lipides bruts, par chroma-
tographie sur papier.

Au cours de travaux antérieurs (&, 7}, nous
avons montré que les acides gras et plus par-

TABLEAU WN° I

Comparaison de la teneur en 1lipides libres (exprimée en p.l00 du poids sec)
de l'Actinomycé&tale Isolée des bovins du Tchad et de Nocurdiae et Mycobactéries authentiques,

Actinomycétale du Tchad Nocardia Myeobactérium
Souches Milieu Milieu Hoteroides lsrasiiienais Tuberculosis Bovis
sclide liquide 3186 : H 37 RV H 37 Ha B5.C.G.
Extrait s - 1
alcoolo~ethéré 4,2.45,5 5,0 3 6,6 15,3 20,5 12,7 9,6 14,3
Extralt N .
chloroformlique 3,348 3,0 3,03 2,0 1,8 a,3 8,4 6,5 11,1
Lipides 5 5
libres totaux 7,53 8,3 B,0 4 8,6 17,1 20,8 21,1 16,1 25,5
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ticulierement les acides gras hydroxylés, per-
metftent de différencier nettement les Mycobac-
téries, Nocardige et Streptomycétes. Nous avons
préparé, par saponification, les acides gras
totaux de l'extrait alcoolo-éthéré. Ces acides

|

ont été méthylds par le diazométhane et les .

esters méthyliques ont été séparés en deux frac-
tions par chromatographie en couche mince
préparative : fraction d'esters ordinaires et
fraction d'esters hydroxylés.

Les esters ordinaires ont été analysés par
chromatographie en phass gazeuse : les diverses
préparations présentent un profil tout a fait
semblable (voir figure). On remarque la pré-
sence de tuberculostéarate de méthyle (consti-
tuant des lipides de Mycobactéries, Nocardige
et de certains Streptomycétes) et d'esters d’acides
gras 4 chafne normale jusqu'au terme en C,,
(tétracosancate de méthyle). La présence, en
quantité notable, d'acices gras ayant plus de
20 atomes de carbone est caractérishque des
Mycabactéries {par comparaison avec les Nocar-
dige et les Streptomycétes).

Les esters d'acides gras hydroxylés donnent deux
taches par chromatographie en couche mince
analytique, que nous n’avons pas cherché a
séparer, en raison de la faible quantité de maté-
riel. Ces esters sont des esters d'ocides myco-
ligues, ainsi qu'il résulte :

— de leur chromatographie pyrolytique, qui
fournit un seul pic identifié au tétracosanoate
de méthyle,

— de leur poids moléculaire, déterminé par
specirométrie de masse @ on observe en effet
des pics moléculaires (correspondant a l'ion
moléculaire aprés perte de H,O et CHzOH}
& myfe 1072, 1080, 1110, 1126 et 1140.

Dans les specires de masse, en dehors des
pics moléculaires, on observe un pic important
a mfe 382 correspondant au tétracosancate de
méthyle, et des pics d'aldéhyde méromycolique
(en particulier & mfe 780 et 794). A partir du
méroaldéhyde 794, on peut calculer pour un

de ces acides mycoliques un poids moléculaire :

de 1126, qui correspond & un acide mycolique
ayant 3 insaturations (double liaison ou cycle
propanique).

Extrait chloroformique :

Les extraits aobtenus dans le cas des diverses
souches ont été dissous dans |'éther et précipités

par addition de méthanol, ce qui fournit un
soflide blanc amorphe, semblable aux «cires
purifiées » des Mycobactéries. La chromato-
graphie sur couche mince analytique montre
que cette préparation est constituée par deux
substances différentes (Fig. 1).
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Fig. 1. — Chromatographie sur couche mince
analytique

1. — Myristate de méthyle, 2. — Palmitate de méthyle.
3, — Ester en C18 insaturé. 4. — Siéarafe de méthyle.
5. — Tuberculostéarate de méthyle, 6. — Eicosanoate
de méthyle. 7. — Docosancate de méthyle. 8. — Téira-
cosanoate de méthyle. 9. — Non idenhfié,

La chromatographie sur couche mince prépa-
rative a &té réalisée sur le produit obtenu a
partir des cultures sur miliev solide. On obtient
ainsi

— une substance de Rg élevé, dont le spectre
l. R. montre une bande de carboxyle ionisé (6, 5) ;
aprés lavage de sa solution éthérée par |'acide,
puis méthylation par le diazométhane, on isole
un produit ayant toutes les propriétés du myco-
tate de méthyle. Le mode d'obtention montre que,
dans 'extrait chloroformique, I'acide mycolique
élart présent sous forme de sef,

— une substance de faible Ry, dont le mode
de migration et le spectre I. R, (en particulier
bande caractéristique 4 10,1 ) sont semblables
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& ceux du « cord factor» (échantillon isolé de
B. C. G.). Llidentfication de cette substance au
« cord factor » a été établie par saponification :
la partie éthérosoluble obtenue consiste unique-
ment en aades myceliques {1dentifiés par le
compaortement en couche mince des esters méthy-
liques, et par la réaction caractéristique de pyro-
lyse) et la partie hydrosoluble renferme unique-
ment du tréhalose (identifié par chromatogra-
phie sur papier, aprés désalification).

Il faut remarquer que ces deux types de consti-
tuants représentent {'essentiel de la fraction inso-
luble dans le méthano! de V'exirait chlorofor-
mique et que, par la suite, on n'y trouve pas
(en quantité notable) de composés plus complexes
semblables aux cires D. Ces souches de Myco-
bactéries sont donc relativement riches en « cord
factor ».

CONCLUSIONS

Ce travail montre que les Actinomycétales
isolées de bovins du Tchad alteints de farcin
ont une compasition lipidique qui, d'aprés nos
travaux antérieurs (6, 7) est caractéristique des
Mycobactéries.

MNous avons fait remarqguer la richesse rela-
tive en fraction exiraite par le chloroforme et
nos conclusions s'appuient sur

— La présence d'acides gras a chaine nor-
male supérieurs a C,y dans les acides gras
fotauvx,

— la présence d'acides gras B-hydroxylés du
type mycolique, pyrolisables avec libération
d’acide tétracosanolque,

— la présence, dans 'extrait chloreformique,
de «cord factor » (des substances de ce type

n'onf, jusqu'ici, jamais été trouvées dans des
Nocardiae).

Ces trois points démontrent, sans ambiguité,
qu'il s'agit de Mycobactéries. Des préparahions

de « cord factor » ont &té obtenues & partir de

| toutes les souches de Mycobactéries étudiées

(y compris saprophytes et «atypiques»} (2).
L'obtention d'acide téfracosanoique par pyrolyse
des acides mycoliques exclut M. tuberculosis et
M. bovis (dont les acides mycoliques libérent par
pyrolyse, de |'acide hexacosanoique) (2).

Devant les révélations de 'analyse chimique
de ses lipides, il s'avére que I’Actinomycétale
réguliérement isolée des adénites suppurées des
zébus du Tchad n'est pas une variété de Nocordia
farcinica, qu'il n'est pas une Nocardio non plus,
mais bien une Mycobactérie.

Certes, il reste @ démaontrer qu'l est seul en
cause dans |'éfiologie de ces adénites.

Cependant, la présence dans ces [ésions
de Mycobactéries pathogénes expérimentalement
pour {e cobaye inclinerait @ leur reconnalire
un réle pathogéne naturel, ef légitime, s'il le
faut encore, l'allergie & la tuberculine que

I peuvent accuser les malades.

Mé&me si le probléme é£tclogique de ces
adénites n'est pas tranché, 1| demeure que |'étude
des lipides conshifutifs de ce germe fournit un
exemple supplémentaire de I'utilité d'une étude
approfondie pour le diagnostic et la classifica-
tion de certaines Achinomycétales.

MNous remercions vivement Monsieur le Doc-
teur B. C. DAS, chef du Service de Spectrométrie
de masse de I'inshtut de Chimie des Substances
natureiles du C. N.R.S. pour les specires de
masse,

SUMMARY

About the etiology of streptothrichosis of Chad zebu cattle :
Nocardiosis or mycobacteriosis. I Lipidic composition

The analysis of the lipidic components of the actinomycete that is solated in
Chad zebu cattle and the bacieriological study of which is reporfed in the
preceding paper indicates clearly that this germ must be ranged among the

mycobacteria,

RESUMEN

En cuanto a [a eficlogia de la estreptotricosis de los cebues de Chad :
i hocardiosis o micobacteriosis ! Il Composicidn lipidica

La determinacién de los constituyentes lipidicos del achnomicefe, aislado de
abscesos ganglionares en los cebuss de Chad y cuyo estudio bacteriologico
estd descrifo en la ponencia precedente, muesira sin ambigledad que se debe
poner el dicho germen entre las micobacterias.
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